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Introdução 
Hematopoiese é o processo de formação, desenvolvimento e maturação dos componentes do sangue. Distinguem-se dois tipos de 
hematopoiese: a embrionária e a pós-natal. Hematopoiese embrionária ocorre durante o desenvolvimento embrionário. O processo 
dá-se a partir de uma célula precursora comum e indiferenciada – célula hematopoiética pluripotente ou hematopoietic stem cell (HSC) 
– ao nível do saco vitelino e da região que mais tarde engloba aorta, gónadas e mesonefro (AGM) em desenvolvimento. O 
compromisso hematopoiético é detectado primeiramente a nível do saco vitelino, onde surgem diferentes ilhas de eritrócitos 
primitivos revestidas externamente por células endoteliais em desenvolvimento (Sabin, 1920; Murray 1932). A hematopoiese 
embrionária pode ser estudada através do modelo in vitro dos corpos embrióides (EBs) (Doetschman et al, 1985; Keller, 1995). O 
modelo baseia-se na capacidade de diferenciação espontânea de células estaminais embrionárias (ESC) em EBs, aquando da remoção 
de LIF (leukemia inhibitory factor) do meio de cultura (Smith et al, 1988; Williams et al, 1988; Stewart et al, 1992). O modelo mimetiza 
fielmente os primeiros eventos do desenvolvimento embrionário. Vários estudos mostraram a emergência sequencial de precursores 
hematopoiéticos ao longo do processo de diferenciação de EBs. O primeiro a desenvolver-se é designado blast-colony forming cell (BL-
CFC) e representa in vitro o hemangioblasto do saco vitelino (dia 3). Posteriormente ao dia 4 surgem os eritrócitos primitivos, seguidos, 
após o dia 5, pelos precursores eritro-mieloides. Estes acontecimentos celulares e morfológicos resultam da combinação de várias vias 
de sinalização, entre elas a via de sinalização Notch. A via Notch constitui um mecanismo ancestral e conservado de comunicação 
célula-a-célula, em metazoários, muito importante no desenvolvimento e na homeostase dos tecidos adultos. Os receptores Notch 
(Notch 1-4) e os seus ligandos (Jagged1-2, Delta1, Delta3 e Delta4) são proteínas transmembranares que regulam entre outros, a 
hematopoiese pós-natal (Neves et al, 2006). A importância da via de sinalização Notch foi demonstrada em vários organismos modelo, 
onde deficiências na presença ou estrutura de receptores ou ligandos levaram à morte do embrião. A via canónica de sinalização Notch 
é iniciada pela ligação entre um ligando e o receptor Notch na superfície da célula adjacente (Fehon et al, 1990). A activação da via 
induz mecanismos de clivagem proteólica intramembranar e posterior libertação e translocação da região intracelular do receptor 
Notch (ICN) para o núcleo, onde este se liga ao factor de transcrição CSL, para formar um complexo multiproteico que regula a 
transcrição de genes alvo (Jarriault et al, 1995). A activação deste complexo parece estar ainda dependente da presença de 
coactivadores, como o CBP (Gordon et al, 2008). Um outro co-factor importante para a activação deste complexo são as proteínas 
Mastermind-like (MAML) que actuam como potentes activadores da via Notch. Estudos com mutantes nulos para MAML-1 conduziram 
a fenótipos consistentes com a inibição do receptor Notch1 e Notch2, mostrando que estas proteínas interferem com a função de 
vários membros da família Notch (Maillard et al, 2004). Investigação na Unidade de Biologia Hematopoiética do Instituto de Medicina 
Molecular mostrou que a diferenciação de ESCs na presença de um inibidor de sinalização Notch afecta quantitativamente o 
aparecimento de BL-CFC assim como de progenitores eritro-mieloides. Contudo, não é sabido quando e com que dinâmica temporal, 
surgem e se desenvolvem as primeiras células progenitoras hematopoiéticas após a inibição da sinalização Notch nos diferentes 
estádios de desenvolvimento embrionário.  
 
Objectivos 
O objectivo deste trabalho foi caracterizar a dinâmica temporal da emergência de populações hematopoiéticas ao longo da 
diferenciação de EBs expressando uma forma dominant negative do gene MAML1 (DN MAML-1). Para tal, procederemos à análise 
quantitativa, ao longo do tempo, de células hematopoiéticas e sua progenia imediata, em EBs expressando, ou não (controlo) DN 
MAML-1. A análise será feita recorrendo a citometria de fluxo multi-paramétrica.  
 
Métodos/Protocolos 
Neste trabalho utilizou-se o modelo in vitro de diferenciação de ESCs em EBs. Para investigar o papel da via de sinalização Notch 
utilizou-se uma linha celular estaminal embrionária em que a forma dominant negative do MAML-1 está sob o controlo de um 
promotor indutível por doxiciclina (Ainv15-DN MAML-1, Clone A1). Este modelo possibilita a associação de ESCs formando corpos 
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císticos tridimensionais (EBs) e tem a vantagem de aumentar as interacções célula-a-célula que são importantes neste tipo de estudo. 
O protocolo geral do estudo encontra-se esquematizado na Figura 1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
Para caracterizar a dinâmica temporal das populações hematopoiéticas emergentes em EBs expressando DN MAML-1 foi recolhida 
uma amostragem estatística significativa, composta por três conjuntos independentes para cada uma das situações experimentais 
(excepto para a situação de dia 0). Em cada uma das condições foram adquiridas 10 000 células através de citometria de fluxo, e 
analisadas posteriormente no software Flow Jo.  
 
A emergência de populações celulares de precursores vasculares e sanguíneos em cultura foi testada através da avaliação da expressão 
do marcador transmembranar Flk-1. Segundo Kabrun et al, 1997, Flk-1 é expresso em múltiplas linhas de progenitores hematopoiéticos 
no início do processo de desenvolvimento, havendo diminuição da expressão com o tempo. Outros estudos mostraram que a aquisição 
de Flk-1 em células mesodérmicas emergentes em EBs tinham capacidade de originar células endoteliais e hematopoiéticas (Keller, 
1997). A análise dos nossos dados revelou que a percentagem de células Flk-1
Emergência de precursores vasculares e sanguíneos - hemangioblasto 
+ varia ao longo da diferenciação de EBs sendo mais 
elevada ao dia 4 e diminuindo de seguida ao dia 6. De acordo com o que está descrito, a população Flk-1+ do dia 4 corresponde ao 
precursor bipotente, hemangioblasto. Enquanto que a população Flk-1+ do dia 6 representa a população de células endoteliais. 
Verificámos igualmente que a inibição da via de sinalização Notch, pela indução da forma negativa dominante de MAML1 após adição 
de doxiciclina ao meio, não alterou a proporção de células Flk1+ quando comparadas com o controlo, para os dias estudados 
(Figura2A).  
9 
superfície da caixa. Recolher sobrenadante e fazer contagem das ES células. Iniciar pré-diferenciação com concentração de 6 x 104 células/ml em meio de pré-
diferenciação (IMDM, 15% FBS, 1% solução P/S, 1% solução glutamina, 1% aminoácidos não essenciais, 1% nucleósidos, 0,2% LIF e 0,2% β-mercaptoetanol). Colocar 
na estufa durante 48h e mudar o meio diariamente. (4) Após a pré-diferenciação, dissociar e ressuspender as células em meio de EBs (IMDM, 15% FBS, 0,1mM β -
mercaptoetanol, 1% solução glutamina, 1% solução P/S, 1% aminoácidos não essenciais, 1% nucleósidos, 4,5mM monotioglicerol, 50µg/ml ácido ascórbico e 
0,2mg/ml transferrina). Substituir o meio de 2 em 2 dias. (5) Adicionar doxiciclina à cultura nos períodos experimentais de 0-3, 0-6 e 4-6 (1µg/ml). (6) Recolher EBs, 
dissociar e ressuspender as células em tampão MACs (PBS1x/BSA/EDTA). (7) Imunodetecção de vários marcadores de superfície celular em células derivadas de EBs 
de diferentes estádios diferenciação. A incubação dos anticorpos foi feita durante 30 minutos a 4oC. Lavar as células com tampão MACs. (8) Leitura no citómetro de 
fluxo FACS Calibur das várias amostras celulares. (9) Analisar e interpretar resultados com software Flow Jo.  
Figura 1. Esquema representativo do protocolo geral do estudo. Estão representadas as fases principais que marcaram o estudo. 
(1) Revestir com gelatina os poços de placas de cultura de células. Descongelar MEFs e suspender em meio DMEM com 10% soro 
fetal de bovino (FBS), 1x P/S (penicilina/streptomicina) e 1x glutamina. Colocar as placas na incubadora 37oC e com 5% CO2. (2) 
Descongelar as ES células em meio DMEM, 15% FBS, 1% P/S, 1% glutamina, 1% aminoácidos não essenciais, 1% nucleósidos, 0,2% 
LIF e 0,2% β-mercaptoetanol e colocá-las sobre os MEFs. (3) Remover o meio de ESCs, lavar com PBS e adicionar tripsina para 
dissociar as células. Colocar a suspensão a 37oC durante 30 a 45 minutos numa atmosfera com 5%CO2 para que os MEFs adiram à  
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O aparecimento de células endoteliais ao longo da diferenciação de EBs A1 DN MAML-1 foi avaliado pela expressão de CD31, uma 
glicoproteína de superfície, que ao dia 0 de cultura marca igualmente células indiferenciadas (ESCs) e que a partir do dia 4 é específica 
de células endoteliais (Stockinger et al, 1990) (Albelda et al, 1991). Desta forma, os resultados obtidos estão de acordo com o que é 
sabido. Ao dia 0 a maioria das células ES são positivas para este marcador. Por outro lado, verificámos que existe um aumento da 
percentagem de células CD31+
 
 do dia 4 para o dia 6, correspondente à emergência de células endoteliais (Figura 2B).  
A caracterização fenotípica do aparecimento de células precursoras hematopoiéticas durante a diferenciação de EBs foi avaliada pela 
expressão simples de cinco marcadores transmembranares, c-Kit, SSEA-1, CD31, CD34 e CD41 e pela expressão dupla do conjunto 
CD34/CD41.  
Emergência de progenitores hematopoiéticos – HSCs 
 
O c-Kit é um receptor tirosina cinase com cinco domínios extracelulares e um domínio catalítico intracelular, expresso em diferentes 
progenitores incluindo os progenitores hematopoiéticos, HSCs (Linnekin, 1999), cujo ligando é o SCF (stem cell factor) que desencadeia 
a dimerização do receptor e promove o crescimento celular. Observámos que EBs A1 DN MAML-1, têm uma maior expressão deste 
marcador de pluripotencia a nível do dia 0, havendo uma diminuição nos dias subsequentes para todas as condições estudadas (Figura  
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Figura 2. Expressão de marcadores de precursores vasculares e sanguíneos e células endoteliais em diferentes tempos de cultura (dia 0, 4 e 6) de células A1 DN MAML-1. As 
células foram sujeitas a doxiciclina (1µg/ml) em diferentes períodos de cultura (0-3, 0-6 e 4-6). (A) Expressão média do marcador celular Flk-1. (B) Análise em citometria de 
células expressando Flk-1. (C) Expressão média do marcador celular CD31. (D) Análise em citometria de células expressando CD31. Foram analisadas três amostras em cada 
uma das situações, excepto na situação de dia 0. Os valores estão representados em percentagens. Abreviaturas: Doxi, Doxiciclina.  
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Figura 3. Expressão de marcadores de HSCs em diferentes tempos de cultura (dia 0, 4 e 6) 
de células A1 DN MAML-1. As células foram sujeitas a doxiciclina (1µg/ml) em diferentes 
períodos de cultura (0-3, 0-6 e 4-6). (A) Expressão média do marcador celular c-Kit. (B) 
Expressão média do marcador celular CD31. (C) Expressão média do marcador celular 
SSEA-1. (D) Análise em citometria de células expressando SSEA-1. (E) Expressão média do 
marcador celular CD34. (F) Expressão média do marcador celular CD41. (G) Expressão 
média da marcação dupla CD34/CD41. Foram analisadas três amostras em cada uma das 
situações, excepto na situação de dia 0. Os valores estão representados em percentagens. 
Abreviaturas: Doxi, Doxiciclina.  
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
Dia 6 
%
 d
e 
cé
lu
la
s 
po
si
ti
va
s 
Caracterização fenotípica de populações celulares emergentes durante a diferenciação de corpos embrióides 
 
Bolsa Universidade de Lisboa – Fundação Amadeu Dias 2008/2009  5 
 
E 
D 
D D 
A 
 
3A). O mesmo acontece para o marcador SSEA-1 (Figura 3B) que marca ESCs e células embrionárias germinativas e cuja expressão 
diminui com a diferenciação celular (Kudo & Narimatsu, 1995). Verificámos igualmente que a expressão de CD31 é muito elevada a 
nível do dia 0 de cultura, havendo uma diminuição considerável ao longo do tempo (Figura 3C).  
 
O CD34 é uma glicoproteína transmembranar que funciona como factor de adesão célula-a-célula, apesar de ainda se conhecer pouco 
sobre a sua função exacta. Esta molécula é expressa em HSCs tardias (dia 6), mas é também específica de células endoteliais, em 
tempos de maturação que não são avaliados no sistema de diferenciação utilizado (Fina et al, 1990). A figura 3D mostra o aumento da 
expressão de CD34 a partir do dia 6 de EBs A1 DN MAML-1. Um outro marcador analisado foi o CD41. O CD41 é um complexo 
membranar receptor constituído por integrinas. O CD41 está associado aos estádios precoces da hematopoiese, sendo expresso na 
membrana das HSCs (Mitjavila-Garcia et al, 2002). A figura 3E mostra um aumento da expressão de CD41 a partir do dia 4 de 
diferenciação de EBs. A co-expressão de CD34 e CD41 indica a presença de progenitores hematopoiéticos neste sistema in vitro de 
diferenciação de EBs. Observámos que a maior percentagem de células CD34+/CD41+
 
 surge após o dia 4. Curiosamente, aquando da 
inibição do sistema Notch nos diferentes tempos experimentais indicados, observámos que existe um aumento de progenitores 
hematopoiéticos quando Notch está inactivo entre o dia 0 e o dia 3, período que corresponde, neste sistema in vitro, à emergência de 
progenitores hematopoiéticos e endoteliais. 
Discussão/Conclusão 
O modelo in vitro de EBs (Doetschman et al, 1985; Keller, 1995) mostrou ser um modelo eficaz na diferenciação de ESCs, permitindo a 
comunicação célula-a-célula essencial no estudo realizado. As células derivadas de EBs A1 DN MAML-1 diferenciadas na presença da 
doxiciclina, permitiram analisar a dinâmica de emergência de populações hematopoiéticas e endoteliais, nos primeiros dias da 
hematopoiese embrionária primitiva, aquando da inibição da via de sinalização Notch. A doxiciclina funcionou como activador da forma 
DN MAML-1, levando à formação de MAML-1 inactivo. A ausência de MAML-1 activo traduz-se na incapacidade de formação do 
complexo activador de transcrição a nível do núcleo (ICN + CSL), e por isso a sinalização Notch é impedida (Maillard et al, 2004). 
 
Pela cultura in vitro de EBs ao longo de 6 dias, e em condições controlo, foi possível verificar a dinâmica existente no aparecimento de 
precursores bipotente, hemangioblasto, (Figura 2) assim como de progenitores hematopoiéticos e de células endoteliais (Figura 3). 
Pela expressão de Flk-1 e de CD31, em cultura, percebe-se que ocorreu um aumento de precursores vasculares e sanguíneos ao dia 4 e 
aparecimento de células endoteliais ao dia 6 de cultura. A emergência de células endoteliais neste tempo experimental é afectada pela 
via de sinalização Notch uma vez que, aquando da inibição da via pela adição de doxiciclina, existe uma ligeira diminuição da 
percentagem de células CD31+ (Figura 3). Desta forma verifica-se que a inibição da via de sinalização Notch leva a um aumento do 
número de precursores bipotentes e diminuição do número de células diferenciadas, visto que a inactividade da via impede a 
diferenciação celular. O turn-off do sistema de sinalização Notch interfere também com a quantidade de células estaminais emergentes 
em cultura. A avaliação da expressão de c-Kit e SSEA-1, em células expostas a doxiciclina, permite perceber que a inibição da via Notch 
leva ao aumento do número de ESCs em cultura (Figura 3), devido ao facto de não haver “estímulo” suficiente para a diferenciação 
celular. Da mesma forma, quando há inibição da via Notch até ao dia 3, a quantidade de progenitores hematopoiéticos (CD34+/CD41+
 
) 
ao dia 4 e ao dia 6 aumenta quando comparamos com a situação controlo. Contrariamente quando há inibição da via Notch durante 
todo o tempo de diferenciação a quantidade de progenitores diminui.  Podemos concluir que a via de sinalização Notch actua de 
maneira antagónica nas duas fases de diferenciação de EBs. Numa primeira fase inibe a formação de precursores bipotentes e 
posteriormente promove a expansão de progenitores hematopoiéticos. 
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Estudos Futuros 
Em estudos futuros será interessante estudar a eventual existência de alterações a nível do índice de proliferação celular nos EBs 
aquando da inibição da sinalização Notch. A análise pode ser feita pela incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) em EBs, em dias 
sequenciais, e posterior análise quantitativa e qualitativa, por citometria de fluxo, da expressão do marcador juntamente com a 
coloração com o iodeto de propídio.  
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Considerações finais 
A segunda parte do projecto inicialmente delineado não foi realizada devido a contratempos experimentais. No entanto, o principal 
objectivo do projecto foi cumprido. Até à data de apresentação pública do projecto realizarei ainda os dois conjuntos experimentais 
que faltam a nível do dia 0, de forma a solidificar os resultados obtidos até agora. O suporte de apresentação do projecto na sessão 
pública será preferencialmente Power Point. 
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